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論文の内容の要冨
硫化水素泉の高温環境 (50-7(tC)に見られる微生物マット「硫黄芝 (Surfur-turf)Jは主に「巨大鎌状縮
菌 (Largesausage-shaped bacterium) Jと呼ばれる、 5-40ドmの細胞長を持つ巨大な微生物によって構成されて
いる。この様な「硫黄芝jは日本全国の硫化水素を含んだ温泉に見られるだけではなく、アイスランドや米
国イエローストーンなど海外でも同様な微生物マットの繁茂が報告されており、汎世界的に存在しているも
のと考えられる。しかし、この巨大鎌状細菌の分離培養報告例は、発見から 100年以上を経た今でも、一切
なく、その生理学的・代謝学的性状は未だ解明されていない。培養に依存しなし¥16S rRNA遺伝子配列に基
づく系統解析や FISH(蛍光 insituハイブリダイゼーション)法によって、本未培養細菌はAquificae門に属
する硫黄酸化細菌であるお~rurih_vdrogenibium 属縮茜に近縁であることが示されているが、近縁種と同様の
培養条件で分離培養出来ないことから巨大鎌状細菌の生理学的性質はこれらと異なっていることが強く示唆
される。巨大鎌状細菌の生理学的・代謝学的性質を明らかにするために、メタゲノム的手法を用いたゲノム
解析が当研究室にて進行中である。 SOM(自己組織化地圏法)に基づき、巨大鎌状細菌由来遺伝子として選
抜されたORFの中には、硫黄酸化(硫化水素の酸化、亜硫酸の酸化等)に関わる遺伝子と判断されたもの
だけではなく、呼吸鎖の最終酸化酵素である cbb-3タイプのチトクローム酸化酵素、炭酸回定に関わる還元
的トリカルボン酸 (TCA)サイクルの全酵素遺伝子と考えられるものも発見されている。この解析結果から
未培養巨大鎌状細菌は硫化水素を酸化して生きる化学合成独立栄養細菌である事が強く示唆されたが、それ
ぞれの遺伝子は配列の相向性のみによって推定されたものであり、本細菌がそれらの酵素活性を持っか否か、
または自然環境中でこれら遺伝子が実際に発現しているかについては、それぞれ酵素学的研究と原位置にお
ける転写解析により実証する必要がある。本研究では、未だ解明されていない未培養巨大鎌状細菌の生理代
謝学的性質や生態的な役訴を検討するため、ゲノム配列から推定された 1)硫化水素酸化酵素の酵素学的解
析と、 2)温泉での原位置転写解析を行った。
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1)硫化水素酸化酵素の酵素学的解析
温泉水中に存在する硫化水素は、在大鎌状細菌にとって最も重要な生育基質であると考えられる。ゲノム
配列から巨大鎌状細菌は dhsUlという硫化水素脱水素(酸化)酵素遺伝子の可能性が高い配列を持ってい
る事が明らかとなっている。当該配列が本当に硫化水素酸化能を有するか、また、その酵素学的特徴を明ら
かにするために、大腸菌用いた発現系を構築した。大腸菌 BL21(DE3)、pET28ベクターを用いた系を確立
し、当該酵素を宿主内で大量発現させることに成功した。生成された酵素は、硫黄、チオ硫酸、亜硫酸に対
する活性を示さず、硫化水素のみに対し酸化能を有していることを酵素学的解析によって明らかにした。ま
た、本酵素の至適条件は 600C、pH8.0であり、巨大鎌状細菌が生育する自然環境中の生育条件で、もっとも
高い活性を示すことを明らかにした。また、本酵素は 800C・30分の熱処理の後でも、約 3割の活性を保持
していることから、高い耐熱性を有していることも明らかとした。キネティクス解析から本酵素が中j畳性の
硫黄酸化細菌の硫化水素脱水素酵素に比べ高いKm値を持つことが分かり、温泉のような比較的高濃度硫化
水素が恒常的に供給されている環境においてはこの様な低親和性(=高変換容量性)が有利になるものと考
えた。
2)温泉での原位置転写解析
ゲノム解析から推定された巨大鎌状細蕗の硫黄酸化関連遺伝子(硫化水素脱水素酵素遺伝子 dhsUlと
dhsU2、硫化水素ーキノン還元酵素sqr1とsqr2、亜硫酸酸化酵素so1'、硫黄酸化系酵素群sox)、呼吸鎖末端
酸化酵素 (cbb-3型チトクローム酸化酵素ccoN)及び炭酸屈定に関わる還元型TCAサイクルのキーエンザイ
ム遺伝子 (aclA、fumA、forA)が原位置(硫黄芝の存在する温泉水中)で転写されているかを確かめるため、
原位置転写解析を行った。 温泉水中に発達した硫黄芝から抽出した貯~A を鋳型にした RT-PCR 解析の結果、
調べられたすべての硫黄酸化関連遺伝子だけでなく、 cbb-3型チトクローム酸化酵素と炭酸回定のキーエン
ザイムの 3遺伝子全部が発現していることが確かめられた。このことから硫黄芝中の巨大鎌状細菌が温泉水
中で硫黄酸化、酸素呼吸、そして炭酸題定という化学合成独立栄養的生育を行っていることが実証された。
審査の結果の要旨
本研究は、培養が容易ではない環境中の縮菌の機能未知機能を培養することなく多角的に分析した例とし
て意義深いものである。メタゲノム的手法によって推定されたゲノム遺伝子配列が、機能推定された性質を
持っているのかを大量発現系を確立して取得した酵素の性質を明らかにすることにより実証し、且っその遺
伝子が環境中で実際に機能(=発現)しているのかを、 RT-PCR法を利用した原位霊転写解析により明らか
にした。従来、微生物の生理・代謝学的性質は培養された分離株を研究するのが一般的であった。しかし、
培養が極めて困難な微生物に関しては、このような分離に基づくアプローチでは対抗不能である。本研究で
示されたマルチアプローチ一一メタゲノム的手法によるゲノム解析での保有遺伝子推定、大腸菌発現系を用
いた酵素の大量発現と酵素学的分析、そして原位置転写解析一ーは未培養細菌の生理・代謝学的性質と機能
を明らかに出来るばかりでなく、未培養細蕗の生態学的役割についても議論し得る知克を与え得る研究戦略
と言える。今後、この様なマルチアプローチが、未培養微生物を多く含む微生物生態系の解明手法の一翼を
担うことになるのは疑いがない。
平成 25年 1月23日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試験
を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員
によって合格と判定された。
よって、著者は博士(農学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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